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in cui R, M, x ed n assumono i significati indicati nella descrizione, 
utilizzati come agenti aromatizzanti o esaltatori di sapidity in prodotti 
alimentari. 
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CAMPO DELL'INVENZIONE 

La presente invenzione si riferisce ad agenti aromatizzanti o esaltatori 
di sapidity in particolare a derivati della guanosina-S'-monofosfato (d'ora in 
poi 5'-GMP). 

SOMMARIO DELL ' INVENZIONE 



Oggetto della presente invenzione sono i composti di formula generale 



(i) 



o 

II 

o-p-o 
o 




N 
H 



xM n+ 



in cui R rappresenta; 

un alchile Q-C4, eventualmente sostituito con un gruppo S-R 1 , in 
cui R 1 rappresenta un alchile Ci-C 3 ; 

un gruppo fenile, benzile, tiofenile o benzotiofenile, eventualmente 
sostituito con uno o pii gruppi -N0 2 , -CHO, -R 1 o -SR 1 , in cui R 1 ha il 
significato precedentemente definito; 

M rappresenta idrogeno, un metallo alcalino o alcalino terroso; 
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- X b uguale a 1 per n uguale a 2 e X b uguale a 2 per n uguale a 1. 

I composti di formula (I) sono particolarmente utili come additivi nella 
preparazione di alimenti in cui ribonucleotidi S'-monofosfato vengono 
utilizzati insieme a glutammato monosodico. 

L'invenzione riguarda pertanto anche additivi esaltatori di sapidity 
comprendenti un composto di formula I in miscela con monosodio 
glutammato e/o con ribonucleotidi 5'-monofosfatL 

SFONDO DELL'INVENZIONE 

Con il termine di "Flavor enhancer" si indicano sostanze non 
necessariamente dotate di gusto proprio ma che, aggiunte a cibi o ad aromi, ne 
migliorano le caratteristiche organolettiche, aumentandone la sapidita (savory 
flavor), conferendo "senso di pienezza" (richness), nota carnea (meatiness) e 
arrotondamento al gusto (continuity, mouthfeel). Tale propriety viene 
associata ad un vero e proprio gusto, il cosiddetto quinto gusto, definito dai 
Giapponesi "gusto UMAMI". 

Largamente utilizzato come esaltatore di sapidity b il glutammato 
monosodico (d'ora in poi MSG), che tuttavia e responsabile, in una certa 
categoria di consumatori, di una serie di effetti collaterali comunemente noti 
come "sindrome da ristorante cinese". 

Detti effetti collaterali possono essere in parte ridotti associando al 
GMS ribonucleotidi 5'-monofosfato, quali inosina 5 9 -monofosfato e 
guanosina S'-monofosfato (d'ora in poi IMP e GMP rispettivamente). 

Ribonucleotidi modificati con attivitA superiore rispetto a IMP e GMP 
consentirebbero di diminuire ulteriormente il dosaggio di MSG sia nei cibi 
che negli aromi e di ridurne ulteriormente gli effetti collaterali. 
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In Yamazaki et al, Chem. Pharm. Bull, 1968, 16, 338-344 si descrive la 
sintesi di 2-alchiltioinosine S'-monofosfato e di N 2 -metil- e N 2 ,N 2 - 
dimetilguanosina S'-monofosfato, mentre in K. Imai, Chem. Pharm. Bull, 
1971, 19, 576-586 b descritta la sintesi di 2-tio- e 2-arilinosine S'- 
monofosfato. 

In Communications, 80, 1025-1028, 1980, Keemal e Breeze descrivono 
un metodo generate per la sintesi di N 2 -alchil nucleosidi e riportano la 
preparazione della N 2 -metil-guanosina. Si e ora trovato che una classe di N 2 - 
alchil guanosine sono dotate di vantaggiose proprieta aromatizzanti, che 
consentono di limitare la dose, e quindi gli effetti collateral^ del MSG negli 
alimenti e negli aromi. 

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE 

Oggetto della presente invenzione sono composti di formula generale 



in cui R rappresenta: 

un alchile C1-C4, eventualmente sostituito con un gruppo S-R 1 , in 
cui R 1 rappresenta un alchile Ci-C 3 ; 

un gruppo fenile, benzile, tiofenile o benzotiofenile, eventualmente 
sostituito da 1-5 sostituenti, preferibilmente da 1 a 3 sostituenti, uguali 
o diversi, scelti fra gruppi -NQ 2 , -CHO, -R l o -SR 1 , in cui R 1 ha il 



(I) 




OHOH 

0) 
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significato precedentemente definito; 

M rappresenta idrogeno, un metallo alcalino o alcalino terroso; 
X b uguale a 1 per n uguale a 2 e X e uguale a 2 per n uguale a 1. 
Un gruppo alchile C1-C4 b scelto fra metile, etile, propile, isopropile, n- 
butile, sec-butile e ter-butile ed b preferibilmente metile o etile. 
Un primo gruppo preferito di composti di formula (I) b quello in cui R 
rappresenta un alchile lineare C1-C3, eventualmente sostituito con un gruppo 
S-R 1 , in cui R 1 corrisponde a metile. 

Un secondo gruppo preferito di composti di formula (I) b quello in cui 
R rappresenta un gruppo fenile, tiofenile o benzotiofenile, eventualmente 
sostituito con un gruppo -N0 2 , metile o -SR 1 , in cui R 1 ha il significato 
precedentemente definito. 

Un terzo gruppo preferito di composti di formula (I) b quello in cui M 
rappresenta idrogeno, sodio, potassio, calcio, magnesio o bario, pi€i 
preferibilmente sodio. 

Un quarto gruppo preferito di composti di formula (I) b quello in cui M 
rappresenta sodio, potassio, calcio, magnesio o bario e R rappresenta: 

un alchile lineare C1-C3, eventualmente sostituito con un gruppo S- 
R 1 , in cui R 1 corrisponde a metile; 

un gruppo fenile, tiofenile o benzotiofenile, eventualmente 
sostituito con un gruppo -N0 2 , metile o -SR 1 , in cui R 1 ha il 
significato precedentemente definito. 

Sono inoltre particolarmente preferiti i seguenti composti: 

N 2 -3-(metiltio)-propil guanosina-5 '-monofosfato; 

N 2 -(4-metiltiofenil)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
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N 2 -(2-metiltiofenil)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(tiofen-2-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(tiofen-3-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(5-metiltiofen-2-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N ~(3-metiltiofen-2-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(5-etiltiofen-2-il)-metil guanosina-5' -monofosfato; 
N 2 -(5-nitrotiofen-2-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 



N 2 -(tianaften-3-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato 
e i corrispondenti sali di sodio. 

Composto piii particolarmente preferito h N 2 -(3-metiltio)-propil 
guanosina-5' -monofosfato e il corrispondente sale di sodio. 

I composti di formula generate (I) possiedono un'attivita di "flavor 
enhancers" uguale o superiore a quella di 5'-GMP. L'introduzione dei 
sostituenti indicati sulla base purinica determina un incremento che va da 2 a 
20 volte e generalmente da 2 a 10 volte, rispetto a quello di 5' -IMP, 
comunemente utilizzato nelle valutazioni sensoriali come riferimento. 

Costituisce ulteriore oggetto della presente invenzione Puso dei 
composti di formula generale (I), da soli o in associazione, come agenti 
aromatizzanti per aumentare la percezione di sapidity tipica dei prodotti 
contenenti glutammato monosodico e di derivati corrispondenti nei 
mammiferi e preferibilmente nell'uomo. 

I composti di formula (I) precedentemente descritti possono pertanto 
trovare impiego nella preparazione di paste, risotti, minestre e creme dry, 
minestre e creme wet, snacks, salse, condimenti per insalata, sughi pronti 
rossi e bianchi, dadi, preparati per brodo, insaccati cotti (prosciutto, spalla, 
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ricostituiti, wurstel, etc.) e crudi (salami, salsicce, etc.), carni in scatola, paste 

ripiene e conserve vegetali, in particolare funghi. 

I composti di formula generale (I) possono essere preparati con il 

processo descritto in Kemal O., Communications, 1980, vol. 80, pag. 1025- 

1028 (Schema), che consente di preparare ribonucleosidi purinici modificati 

selettivamente in posizione 2. 

Schema 

< A <x>„ R 

N-^N^NH, a)RCHO(V) HO q V N y R 

r°N p-tiocresolo Vj 1 

OHOH 



HO 



OHOH 



riduzione 



HO 



NH 
H 



OHOH 



c) 



O 

o-p-o 
o 




N N R 
H 



OHOH 

0) 



xM n+ 



II processo prevede la reazione iniziale fra aldeidi R-CHO (V), in cui R 
assume i significati precedentemente definiti, e guanosina (II), in presenza di 
almeno una mole di p-tiocresolo, in condizioni di catalisi acida, 
preferibilmente da acido acetico e preferibilmente in mezzo acquoso, portando 
alPottenimento dei composti intermedi di formula (III). 

Aldeidi preferite secondo Pinvenzione sono: 

2-metiltiopropionaldeide; 
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4- metiltiobenzaldeide; 
2- metiltiobenzaldeide; 

2- tiofenecarbossaldeide; 

3- tiofenecarbossaldeide; 

5- metil-2-tiofenecarbossaldeide; 
3-metil-2-tiofenecarbossaldeide; 
5-etil-2-tiofenecarbossaldeide; 
5-nitro-2-tiofenecarbossaldeide; 
tianaftene-3-carbossaldeide. 

Nel passaggio a) vengono generalmente utilizzate da 2 a 40 moli di 
aldeide di formula (V), da 3 a 10 moli di p-tiocresolo e una quantita di acido 
acetico compresa tra 2 e 15 moli. 

La reazione viene condolta preferibilmente in soluzione acquosa, 
idroalcolica o alcolica utilizzando un alcol C1-C4, lineare o ramificato. La 
reazione awiene ad una temperatura generalmente compresa tra 20 e 80°C e 
si completa in un tempo compreso tra 2 e 24 ore. 

I composti di formula (III) vengono generalmente isolati dalla miscela 
di reazione e purificati per cristallizzazione, utilizzando ad esempio etanolo 
acquoso. 

Nel successivo passaggio b) il composto di formula (III) viene ridotto a 
dare il corrispondente derivato di formula (IV). La riduzione viene 
preferibilmente realizzata con sodioboroidruro in un solvente anidro e in 
condizioni analoghe a quelle descritte in letteratura. Preferibilmente vengono 
utilizzate da 1 a 3 moli di agente riducente per mole di (IV), ad una 
temperatura compresa tra 40 e 100°C; la reazione si completa generalmente in 
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un tempo compreso tra 2 e 4 ore. 

Solventi preferiti sono 1 ,2-dimetossietano (glyme) e dimetilsolfossido. 

La reazione di fosforilazione della N 2 -alchil guanosina (IV), (passaggio 
c), awiene secondo quanto descritto in K. Imai, J. Org. Chem., 1968, Vol. 34, 
No. 6, pag. 1547-1550, utilizzando da 1 a 4 moli di agente fosforilante per 
mole di (IV) e ad una temperatura generalmente compresa tra i ~10°C e gli 
0°C. Preferibilmente si utilizza fosforil cloruro (POCl 3 ) in presenza di 
trimetilfosfato. La reazione si completa in un tempo compreso tra 6 e 24 ore e 
il composto di formula (I) viene isolato dalla miscela, ad esempio per 
cristallizzazione da etanolo acquoso. 

PARTE SPERIMENTALE 

Propriety organolettiche 

Le propriety organolettiche dei composti di formula (I) sono state 
valutate mediante test sensoriali, convocando un panel composto da 10 giudici 
assaggiatori formati al riconoscimento della nota UMAML 

I derivati sono stati valutati in soluzione acquosa a pH neutro in 
sinergismo con il glutammato monosodico (MSG), impiegando come standard 
una soluzione acquosa a pH neutro contenente inosinato di sodio (5 '-IMP) e 
MSG, in cui si b mantenuta fissa la concentrazione di MSG e si e variata la 
concentrazione di 5 '-IMP, fino a raggiungere il punto di soggettiva 
uguaglianza con la soluzione di derivato da valutare. 

I composti dell'mvenzione sono utilizzabili come esaltatori di sapidita 
in prodotti salati in cui vengono normalmente utilizzati, in sinergia con il sale, 
il glutammato monosodico (MSG) e ribonucleotidi (5 '-IMP e 5'-GMP) $*&£?fjfc* 



soli. 
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L'attivite di flavor enhancing dei composti di formula (I) e risultata da 
2 a 20 volte superiore a quella di S'-IMP in sinergismo con MSG (soluzione 
di riferimento). 

I valori soglia dei composti di formula (I) in soluzione acquosa a pH 
neutro, sono risultati variare in un intervallo compreso tra 0,02 e 0,006 g/100 
mL. 

II dosaggio dei composti di formula (I) nel prodotto finito b compreso 
in un intervallo che va da 5 a 2500 ppm, qualora si utilizzino come flavor 
enhancers. 

Ad esempio nel caso specifico dei dadi per brodo e previsto un 
dosaggio che va fino a 2500 ppm di composti di formula (I), mentre nel caso 
di utilizzo come aromatizzante generico il dosaggio e generalmente compreso 
tra 5 e 100 ppm su prodotto finito. 

La qualita di gusto dei composti di formula (I) possiede svariate 
connotazioni. Le note variano da un gusto carneo, vegetale, tipo fungo, di 
spezie, di pomodoro, patata bollita, etc. 

Si riportano alcune applicazioni in cui le proprieta organolettiche dei 
nuovi derivati ribonucleotidici solforati sono state valutate in prodotti finiti. 

Preparazione 1: dado per brodo 

La ricetta (tabella 1) prevede Tutilizzo di una miscela di 5'-IMP e 
5'-GMP ed e stato valutato l'effetto della sostituzione del 5'-GMP con i nuovi 
derivati. 
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Tabella 1 







Sale 


50 


Glutammato di sodio (MSG) 


20 


VJ1 dool 


20 


Ribonucleotidi (5'-GMP + 5 '-IMP) 


0,5 


Estratto di carne 


2 


Estratto vegetale- Estratto lievito 


6,5 


Spezie e piante aromatiche 


1 




100 



II confronto & stato compiuto assumendo come riferimento il prodotto 
finito secondo la ricetta indicata in tabella 1. 

II dado per brodo nella seconda formulazione, contenente i derivati 
guanosinici solforati, ha ottenuto punteggi da 2 a 5 volte superior! rispetto alia 
formulazione di riferimento. 

Si riportano altri esempi in cui b stato valutato Feffetto dei derivati 
guanosinici modificati. 

Sono stati scelti prodotti commercial^ che prevedono Pimpiego di 
glutammato di sodio come esaltatore di sapidita. A questi prodotti e stata 
aggiunta una quantita nota di composto di formula (I) (0,01 g) e sono state 
compiute le valutazioni sensorial^ confrontando il prodotto originale con il 
prodotto addizionato del composto dell'invenzione. 




12 - Bianchetti Bracco Minoja s.r. 
Bianchetti Giuseppe ed altri 



Preparazione 2: Preparato per riso in busta 

Tabella 2 









T^iQn "nfiTViniled 


84,32 




7 




3 


Glutammato di Na 


2 


Sale 


1,5 


Latte scremato polvere 


1 


Cipolla bianca polvere 


0,5 


Aromi 


0,5 


Spezie e piante aromatiche 


0,18 




100 



Preparazione 3: Ripieno a base di carne per pasta fresca 

Tabella 3 





Carne suina e bovina 


45 


Formaggio 


20 


pane grattugiato 


18 | 


mortadella 


7 


prosciutto crudo 


4 


siero di latte in polvere 


2 


aromi (*) 


1,5 


Sale 


1,5 


formaggio grana 


1 




100 



(*) glutammato di sodio riel ripieno 0,4 % (stimato) 
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In tutti i casi i prodotti contenenti i composti deirinvenzione hanno 
ottenuto punteggi da 2 a 5 volte superiori rispetto al prodotto commerciale. 
L'esempio che segue illustra la sintesi di un composto di formula (I). 
N 2 -3'-metiItiopropil guanosina-5'-monofosfato 
Passaggio a): 2N-(p-toliltio-3'-metiltiopropil)-guanosina 

In un pallone a 2 colli da 250 mL, munito di ricadere e termometro e 
contenente 45 mL di isopropanolo vengono aggiunti sotto agitazione 3 g di 
guanosina (10,6 mmoli), 4 g di p-tiocresolo (32,2 mmoli), 12 mL di metionale 
(0,120 moli) e 6 mL di acido acetico e riscaldati a riflusso per 8-10 h. 

Dopo 2 h si aggiungono nuovamente p-tiocresolo (4 g) e 12 mL di 
metionale. II decorso della reazione viene seguito in TLC (eluente: acetato di 
etile/etanolo/acqua= 100:20:10). 

Si lascia raffreddare la miscela e si evapora a pressione ridotta. II 

residuo liquido viene lavato con etere ottenendo un solido gommoso giallo 

chiaro (4,7 g, 89,6%). 

Passaggio b): N 2 -3'-metiltiopropil guanosina 

In un pallone da 25 mL a 3 colli, munito di ricadere, termometro e 
tappo, contenente una soluzione di composto preparato come indicato nel 
passaggio a) (4,7 g, 9,5 mmoli) in 8 mL di DMSO si aggiungono, sotto 
agitazione, 470 mg (12,4 mmoli) di sodio boro idruro e si scalda a 100°C per 
1,5 h. Si raffredda e si neutralizza con una soluzione 1 M di potassio 
diidrogeno fosfato. II precipitate ottenuto viene raccolto su buchner e lavato 
prima con acqua/ghiaccio e poi con acetato di sodio. ,^ 

Si ottengono 3,5 g (94%) di un prodotto solido giallo. 
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Passaggio c) N 2 -(3-metiItio)propil guanosina-5'-monofosfato 

2 mL di fosforil cloruro sono miscelati a 13 mL di trimetil fosfato e 
raffreddati a -10°C in un pallone a 3 colli con valvola a calcio cloruro e 
termometro. 

Alia soluzione vengono aggiunti, a piccole porzioni e sotto agitazione, 
3,5 g (9,4 mmol) di composto preparato come descritto nel passaggio b), 
mantenendo la temperatura inferiore a -5°C. Dopo circa 30 minuti la 
soluzione diventa trasparente e viscosa. 

La miscela viene agitata per circa 3 ore mantenendo la temperatura a 
-5°C. La reazione viene spenta versando la soluzione in 600 mL di acqua e 
ghiaccio, quindi si corregge il pH a 2 con soda 4 N. La soluzione viene 
passata su una colonna (diametro = 3 cm) di carbone animale attivato (60 g). 
Si lava con acqua distillata per eliminare i sali e si eluisce con la miscela 
etanolo/acqua/28% NH 4 OH: 50/48/2. 

L'eluato viene portato a secco ed il residuo gommoso viene sciolto in 
150 mL di acqua; si corregge il pH a 8,5 e alia soluzione si aggiungono sotto 
agitazione 100 mg di bario acetato sciolti in poca acqua. 

II precipitato viene rimosso per centrifugazione e alia soluzione 
risultante vengono aggiunti 4 g di bario acetato in 30 mL di acqua. Un'altra 
piccola porzione di precipitato e ottenuta per aggiunta di un volume di alcool 
etilico al filtrato. II precipitato isolato per centrifugazione viene lavato con 
etanolo, acqua, etere. 

II sale di bario formatosi viene sospeso in 200 mL di acqua con 50 mL 
di resina Amberlite IR-120 (in forma Na+) e si agita fino a dissoluzione del 
sale. Si filtra la resina e la soluzione viene ridotta di volume fino a 20 mL. Per 
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aggiunta di alcol etilico si osserva la formazione di un precipitato amorfo 
bianco (2,2 g, 51%). 
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RIVENDICAZIONI 



1. 



Composti di formula generate (I) 



O 



O-P-O 



O 



O 



ii 



i 




R 



OHOH 



0) 



in cui R rappresenta: 

un alchile Q-C4, eventualmente sostituito con un gruppo S-R 1 , in 



un gruppo fenile, benzile, tiofenile o benzotiofenile, eventualmente 
sostituiti da 1-5 gruppi -N0 2 , -CHO, -R 1 o -SR 1 , in cui R 1 ha il 
significato precedentemente definito; 

M rappresenta idrogeno, un metallo alcalino o alcalino terroso; 

X e uguale a 1 per n uguale a 2 e X e uguale a 2 per n uguale a 1 . 

2. Composti secondo la rivendicazione 1 in cui R rappresenta un alchile 
lineare Q-C3, eventualmente sostituito con un gruppo S-R 1 , in cui R 1 
corrisponde a metile. 

3. Composti secondo la rivendicazioni 1 in cui R rappresenta un gruppo 
fenile, tiofenile o benzotiofenile, eventualmente sostituito con un gruppo - 
N0 2 , metile o -SR 1 , in cui R 1 b come definito nella rivendicazione 1. 

4. Composti secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 - 3 in cui M 
rappresenta idrogeno, sodio, potassio, calcio, magnesio o bario. 

5. Composti secondo la rivendicazione 1 in cui M rappresenta idrogeno, 



cui R 1 rappresenta un alchile C1-C3 ; 
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sodio, potassio, calcio, magnesio o bario e R rappresenta: 

- alchile lineare C1-C3, eventualmente sostituito con un gruppo -SCH 3 ; 

- un gruppo fertile, tiofenile o benzotiofenile, eventualmente sostituito con un 
gruppo -N0 2 , metile o -SCH 3 . 

6. Composti secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 5 in cui M b 
idrogeno o sodio, 

7. Un composto scelto fra: 
N 2 -(3-metiltio)-propil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(4-metiltiofenil)-metil guanosina-5 ' -monofosfato; 
N 2 -(2-metiltiofenil)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -tiofen-2-il-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -tiofen-3-il-metil guanosina-5 * -monofosfato; 
N 2 -(5-metiltiofen-2-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(3-metiltiofen-2-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(3-etiltiofen-2-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato; 
N 2 -(3-nitxotiofen-2-il)-metil guanosina-5 ' -monofosfato; 
N 2 -(tianaften-3-il)-metil guanosina-5 '-monofosfato 
e il corrispondente sale di sodio. 

8. N -(3-metiltio)-propil guanosina-5 '-monofosfato e il corrispondente 
sale di sodio. 

9. Uso dei composti di una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 8 come 
esaltatori di sapidity in preparazioni alimentari. 

10. Uso dei composti di una qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 8, da soli 
o in associazione con elutammato monosodico o con nucleotidfc%»^^ 
5 '-monofosfato come esaltatori di sapidita in preparazioni alimentari. 
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11. Uso secondo la rivendicazione 9 o 10 per la preparazione di paste, 
risotti, minestre e creme secche (dry), minestre e creme umide (wet), snacks, 
salse, condimenti per insalata, sughi pronti rossi e bianchi, dadi, preparati per 
brodo, insaccati cotti e crudi, carni in scatola, paste ripiene e conserve 
vegetali. 

12. Additivi esaltatori di sapidity comprendenti un composto delle 
rivendicazioni da 1 a 8 in miscela con monosodio glutammato e/o con 
nucleotidi 5 * -monof osf ati . 

13. Preparazioni alimentari contenenti le composizioni della rivendicazione 
12. 

Milano, 30 ottobre 2002 



II Mandatario 
(Bianchetti Giuseppe) 
di Bianchetti Bracco Minoja S.r.l. 




